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^ (57) Abstract: The invention concerns methods and compounds capable of modulating reverse cholesterol transport in a mammal 
and screening methods for selecting, identifying and/or characterising compounds capable of modulating reverse cholesterol trans- 
?5 port. The invention also concerns cells, vectors and genetic constructs used for implementing said methods, and pharmaceutical 

5 compositions for treating atherosclerosis. The inventive methods are based on the use of FXR response elements derived from the 
<T) apolipoprotein Al gene promoter. 

(57) Abrege : La presente invention concerne des methodes et composes susceptibles de moduler le transport inverse du cholesterol 
^ chez un mammifere ainsi que des methodes de criblage permettant de selectionner, d'identifier et/ou de caracteriser des composes 

capables de moduler le transport inverse du cholesterol. Elle concerne egalement des cellules, vecteurs et constructions genetiques 
Q utilisables pour la mise en oeuvre de ces m6thodes, ainsi que des compositions pharmaceutiques destinees au traitement de Tamero- 
^ sclerose. Les methodes de T invention sont hasees sur l'utilisation d'elements de reponse a FXR derives du promoteur du gene apo 

6 AI. 
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PROCEDES D'IDENTIFICATION DE COMPOSES 
5 MODULANT LE TRANSPORT INVERSE DU 

CHOLESTEROL 

La presente invention concerne des methodes et composes susceptibles de moduler 
10 le transport inverse du cholesterol chez un mammifere ainsi que des methodes de 
criblage permettant de selectionner, d'identifier et/ou de caracteriser des composes 
capables de moduler le transport inverse du cholesterol. Elle concerne egalement 
des cellules, vecteurs et constructions genetiques utilisables pour la mise en ceuvre 
de ces methodes, ainsi que des compositions pharmaceutiques destinees au 
1 5 traitement de 1 'atherosclerose. 

L'atherosclerose est une cause majeure de morbidite, de mortalite, d'infarctus du 
myocarde, d'ischemie cerebrale, de maladies cardiovasculaire et de la 
vascularisation p6ripherique. L'hypercholesterolemie et la surcharge en cholesterol 

20 des macrophages, impliquee dans rinflammation vasculaire, sont des facteurs 
majeurs qui contribuent a l'atherosclerose. L'hypercholest&ol&nie est actuellement 
traitee grace a la combinaison d'un regime alimentaire et d'une intervention 
medicamenteuse avec, par exemple les statines ou des agents sequestrant les acides 
biliaires. Le ddveloppement de nouvelles strategies therapeutiques est cependant 

25 necessaire pour pallier aux limites des therapies existantes. 

Le transport inverse du cholesterol, mis en ceuvre par les HDL (« High Density 
Lipoproteins » ou Lipoprot&nes de Haute Densite), permet de decharger le 
cholesterol qui s'accumule dans les tissus peripheriques et assure son elimination 
30 m&abolique via le foie. II contribue ainsi a la protection de Torganisme contre 
Tatherosclerose. L'apolipoproteine A-I (apo AI) est un constituant fondamental des 
HDL, responsable de leur efficacite. A cet egard, Taugmentation de Texpression de 
Tapo AI a un effet protecteur contre Tatherosclerose. L'expression de I'apo AI est 
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regulee par des hormones ou des agents therapeutiques tels que les fibrates. Le role 
crucial des recepteurs nucleaires tels que HNF4, PPARa ou RORa dans le controle 
de la transcription du gene apo AI a 6t6 d6montr6. PPARa est notamment 
responsable de Paugmentation de 1'expression de Papo Al par ies fibrates observee 
5 chez Thomme et utilisee en clinique humaine pour le traitement des dislipidemies. 
^identification de nouvelles voies de signalisation intracellulaire impliquees dans 
le controle de 1'expression de Papo AI permettrait done de dSfinir de nouvelles 
strategies therapeutiques susceptibles d*augmenter Pefficacit6 du transport inverse 
du cholesterol et done de proteger contre Patheroscterose. 

10 

Les r6cepteurs nucleaires aux hormones forment une grande famille de facteurs de 
transcription dont Pactivite est modulable par des ligands naturels et/ou artificiels. 
Ces facteurs de transcription controlent Pexpression de leurs genes-cibles en se 
liant genfralement a des elements de reponse specifiques agissant en cis et en 
15 recrutant des prolines accessoires n6cessaires k Pactivation de la machinerie 
transcriptionnelle. 

Le recepteur FXR, 6galement connu comme RIP 14 ou NR1H4, a &6 initialement 
identify comme 6tant le recepteur aux farnesoTdes. II agit en formant un 
h6terodimdre avec le recepteur RXR, egalement membre de cette famille de 

20 proteines. Recemment, il a ete demontre que plusieurs acides biliaires tels que 
Pacide ch6nod6oxycholique (CDCA : chenodeoxycholic acid) ou Pacide 
d6oxycholique (DCA : deoxycholic acid) ainsi que, dans une moindre mesure, 
Pacide lithocholique (LCA : lithocholic acid), sont les ligands veritables de FXR et 
que ces composes activent le recepteur FXR. 

25 FXR se lie preferentiellement sur un &£ment de r6ponse constitu6 d'une repetition 
inversee de deux motifs AGGTCA separes d'un nucleotide. II se lie egalement a 
des repetitions du motif AGGTCA separfes de 2, 4 ou 5 nucleotides (DR-2, DR-4, 
DR-5) (Laffitte B A et al., J. Biol. Chem., 275 : 10638-10647, (2000)). Plusieurs 
g£nes cibles de FXR ont ete identifies tels que Cyp7a-hydroxylase (voir WO 

30 00/40965), I-BABP, PLTP ou CPT-II. 



La presente invention est fondee sur Pobservation du role de FXR dans Pexpression du 
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gfene humain codant pour Papo AI ainsi que sur Pinteraction directe qui se produit entre 
FXR et deux fragments distincts du promoteur de ce gene. Elle est fondee egalement sur 
Pobservation originale d'une repression de Pactivite du promoteur de Fapo AI humain, 
par la sur-expression de FXR en presence decides biliaires. Elle se fonde egalement sur 

5 Identification des sites C et A du promoteur du gene de Papo AI humaine comme etant 
des 616ments de rSponse fonctionnels a FXR et la caracterisation de leur sequence 
respective. Elle se fonde egalement sur Tobservation originale que FXR lie au site C 
reprime Texpression de Tapo AI, que FXR se fixe egalement sur ce site de fa^on 
inattendue et imprevisible comme monomere et que la repression de Tactivit6 du 

10 promoteur du gene de Tapo AI humaine par FXR via le site C est dominante par rapport 
a son action d'activation via le site A. 

La pr&ente invention demontre ainsi pour la premiere fois une modulation de la 
production de Papo AI par le rteepteur nucleaire FXR. La presente invention 
15 fournit ainsi de nouvelles cibles et de nouvelles approches pour la recherche de 
composes capables de reguler Pexpression de cette proteine, ou Pactivite des HDL, 
ou le transport inverse du cholesterol. 

L'invention fournit egalement des methodes pour accroitre le transport inverse du 
cholesterol basees sur Putilisation de composes qui modulent la liaison de FXR au 
20 promoteur de Papo AI et/ou Peffet de celui-ci sur la transcription du g£ne humain 
de Papo AL 

L'invention fournit aussi des methodes de criblage destinees a identifier des 
substances therapeutiques capables de moduler Pexpression du g£ne humain de 
25 Papo AI et/ou P activity des HDL et/ou le transport inverse du cholesterol. 

Selon un mode de realisation particulier, les methodes de criblage selon Pinvention 
incluent plus particulterement les etapes suivantes : 

30 - la mise en contact d'un ou de plusieurs composes avec une construction 
d'acide nucl&que comprenant au moins un element de r6ponse & FXR du 
promoteur du gene humain de Papo AI ou un variant fonctionnel de celui-ci, 
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dans des conditions susceptibles de permettre aux dits composes de se fixer 
sur ledit element de reponse, 
- la determination de la liaison eventuelle desdits composes sur le ou les 
el£ment(s) de r6ponse, et 
5 - Eventuellement la comparaison de la mesure pr£c£dente avec une mesure 
realisee dans les memes conditions mais avec une construction d'acide 
nucleique comprenant au moins une copie mutee d'un element de reponse a 
FXR du promoteur de Papo AI humaine. 
Selon une forme particuliere de realisation du precede de Pinvention, les conditions 
10 susceptibles de permettre aux dits composes de se fixer sur le ou lesdits element(s) 
de reponse a FXR comprennent la presence du recepteur FXR (par exemple sous 
forme de monomere) ou d'un Equivalent fonctionnel, et la determination de l'effet 
de la presence du compose test sur la liaison de FXR a Pel£ment de reponse. 

15 Selon un autre mode de realisation particulier (test d'activite transcriptionnelle), on 
mesure l'effet d'un ou de plusieurs composes tests sur Pactivite transcriptionnelle 
d'un promoteur comprenant au moins un element de reponse a FXR selon 
Pinvention. Un tel test est pr£f6rentiellement r£alis£ en syst&ne cellulaire, par 
determination de Pexpression d'un gene rapporteur place sous le controle d'un tel 

20 promoteur, notamment dans une cellule comprenant (e.g., exprimant, de maniere 
naturelle ou recombinante) le r£cepteur FXR ou un Equivalent fonctionnel de celui- 
ci. 

Une forme pr£f£ree de mise en oeuvre de Pinvention consiste a utiliser une cassette 
25 d'expression combinant un ou plusieurs Elements de r6ponse k FXR, selon 
Pinvention, avec un gene rapporteur. Avantageusement, ledit gene rapporteur est 
place sous le controle d'un promoteur comprenant au moins une copie du ou desdits 
Elements de reponse, par exemple, le promoteur de Papo AI ou des variants ou 
fragments de celui-ci. Tout gene connu de Phomme du metier dont Pactivite ou la 
30 presence dans des extraits biologiques est facilement mesurable peut etre utilise 
comme gene rapporteur pour la mise en oeuvre du proc£d£ de criblage. 
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Les composes susceptibles d'etre identifies par le procede de Pinvention peuvent 
etre des composes de nature, structure et origine varices, notamment des composes 
biologiques, des facteurs nucteaires, des cofacteurs, etc., des composes chimiques, 
synthetiques, etc, capables de modifier Pactivite de FXR. II peut s'agir egalement 
5 de banques, notamment de chimiotheques ou de banques de proteines, peptides ou 
acides nucl6iques, par exemple de clones codant des proteines ou peptides liant 
PADN. 

Les methodes selon Pinvention peuvent etre utilisees pour s61ectionner, identifier 
10 ou caracteriser des composes capables de modifier la liaison de FXR a Pun et/ou 
Pautre de ses el6ment(s) de rSponse et/ou de moduler (i.e. augmenter ou diminuer) 
Pexpression du g&ne codant pour Papo AI humaine et/ou de moduler Pactivite des 
HDL et/ou de moduler le transport inverse du cholesterol. 

15 L'invention decrit encore Putilisation des composes ainsi s£lectionn6s, dans la 
preparation d'une composition destinee k moduler le transport inverse du 
cholesterol ou Pactivite des HDL, ainsi que les methodes de traitement 
correspondantes. 

20 Dans le but de faciliter la comprehension de la pr6sente demande, les definitions 
suivantes sont fournies, qui precisent ou completent leur signification habituelle. 

« Apolipoproteine AI » ou apo AI : L'apolipoprotein A-I est une proteine de 243 
acides amines qui contient une extremite amino-terminale globulaire et une 

25 extremite carboxy-terminale qui est capable de se lier aux lipides (Segrest et al, 
Cur. Op. Lipidol., 1 1:105-1 15 (2000)). Cette proteine est un constituant majeur des 
lipoproteines de haute density et joue un role fondamental dans le transport inverse 
du cholesterol (Fruchart et Duriez, Biochimie, 80:167-172 (1998), Leroy et al., Cur. 
Op. Lipidol., 6:281-285 (1995)). Le gene, PADNc et PARNm de Papo AI ont ete 

30 clones et sequences (Breslow et al., PNAS 79:6861-6865 (1982), Shoulders et 
Baralle, Nuc. Ac. Res., 10:4873-4882 (1982), Karathanasis et al., Nature 304:371- 
373 (1983)), et sont accessibles sur banques de donnees Genbank® (par exemple sur 
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Internet a Padresse : http://www.ncbi.nlm.nih.gov) sous les num6ros d'acces: 
NM JJ00039, M20656 (Promoteur) et J00098). 

"High Density Lipoproteine (HDL)": Les particules HDL sont des lipoprot&nes de 
5 haute densite (1,063-1, 2 Ig/ml) qui sont reputees pour avoir un role protecteur 
contre Tatherosclerose principalement du fait de leur capacite a extraire le 
cholesterol des cellules peripheriques et a promouvoir son retour vers le foie ou il 
est elimine (Fruchart et Duriez, Biochimie, 80:167-172 (1998)). L'apo AI est le 
constituant prot&que majeur des HDL, representant jusqu f & 70% des proteines. 
10 Elles component egalement de l'apo AH, de l'apo CI, de l'apo CII, de l'apo CIII et 
de l'apo E en plus faible proportion. 

"FXR" : Le recepteur FXR a 6t6 isole, caracterise et sequence chez Phomme et chez 
la souris (Forman et al., Cell, 81 :687-693 (1995), Seol et al., Mol. Endo, 9 :72-85 

15 (1995)). La sequence de PARNm est disponible Egalement sur banques de donndes 
Genbank®, sous les numeros d'acces NM_005123, NM_021745 et U18374. La 
region de FXR impliquee dans la liaison a PADN (« DNA Binding Domain ») est 
principalement comprise entre les residus Cys 124-Met 189 de la proteine humaine 
(correspondant a 726-953 dans NM_005123) ou entre les residus 423-621 (U18374) 

20 de la proline de souris. 

L' expression « equivalent fonctionnel » qui fait reference au recepteur FXR, 
designe tout polypeptide derive de la structure du recepteur FXR et conservant la 
capacite de liaison a Pelement de reponse notamment tout element de reponse des 

25 sequences SEQ ID NO : 1 ou 2 ou des variants fonctionnels de celles-ci. Les 
equivalents fonctionnels peuvent etre des variants naturels (polymorphisme, 
epissage, etc.), des fragments, mutants, deletants, etc.. Preferentiellement, il s'agit 
de polypeptides comprenant au moins une region d'acides amines identique a 60% 
au moins a celle du recepteur FXR, de maniere preferentielle a 75% au moins et de 

30 maniere encore plus preferentielle k 90-95% au moins. L'expression inclut 
egalement les fragments du recepteur FXR, notamment les fragments contenant le 
site de liaison a PADN du recepteur FXR. 
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Le terme "transport inverse" est employ^ pour designer le mecanisme 
physiologique, parfois defoillant, par lequel le cholesterol en exces dans les tissus 
p&ipheriques est pris en charge par des lipoproteines de haute densite, les HDL 
5 (High Density Lipoprotein), puis transports vers le foie ou il est eliminS. 

A. Identification d'un element de rSponse & FXR. 

La pr6sente invention demontre Fimplication et le mecanisme d'action de FXR 
10 dans la regulation de l'expression de 1'apo AI par les acides biliaires et, ce faisant, 
dans la regulation du transport inverse du cholesterol. En presence d'acides 
biliaires, la sur-expression de FXR se traduit par une diminution de 1 'activity de ce 
dernier. L'invention r6v&e, par ailleurs, la sequence precise de deux elements de 
reponse a FXR, au sein du promoteur du gene codant pour l'apo AI humaine. 
15 L'invention porte egalement sur des constructions particulteres, notamment des 
acides nucleiques comprenant des elements de reponse a FXR, ainsi que des 
cassettes, vecteurs et cellules recombinantes les contenant. 

Ainsi l'invention foumit les sequences (SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO : 2) des 
20 deux Elements de reponse a FXR, identifies initialement au sein du promoteur du 
gene humain de l'apo AI, responsables d'une interaction entre FXR et le promoteur 
apo AI et de la regulation par FXR de l'expression de Tapo AI. 

Ainsi, la presence de trois copies du site C (SEQ ID NO : 1) provoque une 
25 inhibition par FXR et les acides biliaires de l'expression d'un gene rapporteur (cf. : 
exemple 5). A 1'inverse, la presence de trois copies du site A (SEQ ID NO : 2) 
provoque une stimulation de ladite expression (cf. : exemple 5). 
Un objet particulier de l'invention reside dans un acide nucleique comprenant la 
sequence SEQ ID NO : 1 ou 2, ou un variant fonctionnel de celle-ei (« element de 
30 reponse FXR »). 

Un autre objet de l'invention reside dans une construction d'acide nucl&que 
comprenant un 61<hnent de rdponse FXR tel que d6fini ci-dessus. II peut s'agir 
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notamment d'une cassette d'expression comprenant au moins une copie d'un 
Element de reponse tel que defini ci-avant. 

L 'invention concerne encore tout promoteur artificiel ou chimerique comprenant un 
616ment de reponse & FXR tel que defini ci-avant. 

5 Les variants fonctionnels de Pelement de reponse selon Tinvention, peuvent etre 
tout derive ou fragment de la sequence native conservant la capacite de Her le 
recepteur FXR. Generalement, les variants conservent au moins 50% des r&idus de 
la sequence native decrite dans la presente demande. Classiquement, les variants 
possfedent des modifications affectant moins de 5 nucleotides dans la sequence 

10 consideree. Preferentiellement, il s'agit d'un sequence identique k 60% au moins, 
de mantere preferentielle a 75% au moins et de maniere encore plus preferentielle a 
90% au moins a la sequence native decrite dans la pr6sente demande. 
Les variants peuvent comporter differents types de modifications tels qu'une ou 
plusieurs mutations ponctuelles ou non, additions, deletions et/ou substitutions. 

15 Ces modifications peuvent dtre introduites par les m&hodes classiques physiques, 
chimiques ou de la biologie moleculaire, telles que notamment la mutagenese 
dirigee ou, plus pratiquement, par synthese artificielle de la sequence dans un 
synthetiseur. 

Les variants peuvent etre testes pour leur capacite de liaison a FXR de differentes 
20 fa^ons, et notamment : 

(i) par mise en contact de la sequence test avec le recepteur FXR (par 
exemple dans un test acellulaire), et detection de la formation d*un complexe (par 
exemple par retard de migration sur gel) ; 

25 (ii) par insertion de la sequence test dans une cassette d'expression 

comprenant un promoteur minimal et un g£ne rapporteur, introduction de la 
cassette dans une cellule, et detection (le cas echeant dosage) de l'expression du 
gene rapporteur en presence et en l'absence de FXR ; 

(iii) par toute autre technique connue de ITiomrne du metier, permettant de 

30 mettre en Evidence Pinteraction entre un acide nucl6ique et une proteine, par 
exemple. 
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L'invention a encore pour objet des variants inactifs des elements de r6ponse 
definis ci-dessus, notamment des variants essentiellement incapables de Her le 
recepteur FXR. Des exemples de tels variants sont notamment les sequences SEQ 
IDNO:3et4. 

5 Ces variants inactifs peuvent etre prepares et testes dans les conditions decrites ci- 
dessus pour les variants fonctionnels. 

Les variants selon Pinvention possedent avantageusement la capacite d'hybrider 
avec la sequence SEQ ID NO : 1 ou 2 ou une partie de celle-ci. 

10 B. Methodes de selection, d'identification et de caractlrisation de 
composes qui modulent le transport inverse du cholesterol. 

L'invention ddcrit des methodes ^identification de composes qui modulent (i.e., 
augmentent ou diminuent) le transport inverse du cholesterol. Ces composes 

15 peuvent agir en alterant la liaison de FXR a son ou ses ligands (acides biliaires, 
cor6presseurs et coactivateurs, etc.). lis peuvent encore modifier, voir supprimer, la 
liaison de FXR seul ou de FXR et de ses cofacteurs, a son ou ses element(s) de 
reponse et ainsi modifier l'expression du gene humain de l'apo AI. La fixation de 
FXR h l'£16ment de rSponse C (SEQ ID NO : 1) diminue ainsi la transcription du 

20 gene humain de Tapo AI et reduit le transport inverse du cholesterol. L'utilisation 
de composes capables d'inhiber la fixation de FXR a cet element de reponse, ou 
FXR joue le role de represseur permet done au contraire d'augmenter la 
transcription du g&ne humain de l'apo AI et de stimuler le transport inverse du 
cholesterol. 

25 La presente invention demontre egalement de fa^n surprenante que la fixation de 
FXR & reiement de r6ponse A (SEQ ED NO : 2) augmente la transcription du gene 
humain de Tapo AI et augmente le transport inverse du cholesterol. L'utilisation de 
composes capables de stimuler la fixation de FXR a cet element de reponse, ou 
FXR joue cette fois le role d'activateur de la transcription (ou de reproduire cette 

30 activation par fixation directe), permet done egalement d'augmenter la transcription 
du gene humain de Tapo AI et de stimuler le transport inverse du cholesterol. 
La presente invention decrit ainsi de nouvelles m&hodes pour la selection, 
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Pidentification ou la caracterisation de composes capables d'augmenter le transport 
inverse du cholesterol. 

1. Mdthodes basees sur un criblage d'expression. 

5 

La presente invention concerne une m&hode pour la selection, Pidentification ou la 
caracterisation de composes capables de moduler le transport inverse du 
cholesterol, qui comprend : 

10 la mise en contact d'un compose test avec une cellule hote comprenant line 

cassette d'expression d'un gene rapporteur, ladite cassette comprenant un gene 
rapporteur place sous le controle d'un promoteur contenant au moins une copie 
d'un dement de reponse a FXR du promoteur du gene humain de Papo AI ou d'un 
variant fonctionnel de celui-ci, et 

1 5 la determination de Pexpression du g&ie rapporteur. 

Les m&hodes selon Pinvention, prevoient plus specifiquement la mise en contact 
d'un compose test avec une construction d'acide nucleique ou une cassette 
d'expression contenant au moins une copie d'un element de reponse a FXR (SEQ 
20 ID NO : 1 ou 2). Selon un autre mode de realisation de Pinvention, la copie du ou 
des element(s) de reponse a FXR (site C et/ou A) peut etre une copie mutee, ladite 
copie mutee etant essentiellement incapable de lier le recepteur FXR, meme en 
presence d'acides biliaires. 

Selon un mode d'execution parti culier des m&hodes de Pinvention, il est en outre 
25 prevu de comparer les effets eventuels, determines grace a Pune de ces methodes 
avec ceux, eventuels, d&ermin6s grace k une m6thode rdalisee dans les memes 
conditions mais avec une construction d'acide nucleique comprenant au moins un 
variant inactif (par exemple, une copie mutee) d'un element de reponse a FXR du 
promoteur du gene codant pour Papo AI humain (SEQ ID NO : 1 ou 2) ou d'un 
30 variant fonctionnel de ce dernier. 

Les precedes de Pinvention peuvent etre mis en ceuvre avec differents types de 
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cellules, de promoteur, de genes rapporteurs, et dans differentes conditions, comme 
il est ddcrit ci-apres. 

a) Mise en contact des composes avec la cellule hote 

5 

Certaines methodes de criblage, decrites par Pinventton, prevoient ainsi une etape 
de mise en contact du compost test avec des cellules hotes, dans des conditions 
particulieres qui permettent de determiner ^expression dans lesdites cellules d'un 
gdne rapporteur et d'obtenir ainsi une information concernant l'effet du compose 
10 test. Classiquement, l'effet du compost test est compart au niveau d' expression du 
gene rapporteur determine en 1'absence dudit compose (et/ou avec un element de 
r6ponsemute). 

Ces cellules, dans un mode prefere de Tinvention, peuvent etre des cellules de 
mammiferes (hepatocytes, fibroblastes, cellules endothelials, musculaires, etc.). 

15 De manifre encore plus pr6fSr£e, ces cellules peuvent etre des cellules humaines. II 
peut egalement s'agir de cultures primaires ou de lignees etablies. Dans un autre 
mode de mise en oeuvre, il est possible egalement d'utiliser des cellules 1 
procaryotes (bact&ies), des cellules de levure (Saccharomyces, Kluyveromyces, 
etc.), des cellules vegetales, etc.. 

20 Les composes peuvent etre mis au contact des cellules a differents moments, selon 
leur(s) effet(s), leur concentration, la nature des cellules et ^appreciation technique. 
Le contact peut etre effectue sur tout support approprie et notamment sur une 
plaque, dans un tube ou une flasque. G6n6ralement, la mise en contact est r^aiisee 
dans une plaque multipuits ce qui permet de conduire, en parallele, des essais 

25 nombreux et varies. Parmi les supports typiques on trouve des plaques de 
microtitration et plus particuliferement des plaques 96 ou 384 puits (ou plus), faciles 
a manipuler et sur lesquels la revelation peut etre obtenue grace a une stimulation 
classique. 

Selon le support et la nature du compost test, des quantites variables de cellules 
30 peuvent etre utilisees lors de la mise en oeuvre des methodes decrites. De maniere 
classique, 10 3 a 10 6 cellules sont mises en contact avec un type de compost test, 
dans un milieu de culture approprid, et de maniere preferentielle entre 10 4 et 10 5 
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cellules. A titre d'exemples, dans une plaque de 96 puits, 10 5 cellules peuvent etre 
incubees dans chaque puit avec une quantity voulue d'un compose test. Dans une 
plaque de 384 puits, moins de 10 5 cellules et typiquement entre IxlO 4 et 4xl0 4 
cellules sont g6n6ralement incubfies dans chaque puit avec le compose test. 

5 La quantite (ou la concentration) de compose test peut etre ajustee par l'utilisateur 
selon le type de compost (sa toxicite, sa capacite de penetration cellulaire, etc.), le 
nombre de cellules, la longueur de la p6riode d'incubation, etc.. Generalement, les 
cellules sont exposees a des quantites de composes test qui varient de InM a ImM. 
II est bien sGr possible de tester d'autres concentrations sans d6vier de la prSsente 

10 invention. Chaque compose peut de plus etre teste en parallele a diffikrentes 
concentrations. 

DiffSrents adjuvants et/ou vecteurs et/ou produits facilitant la penetration des 
composes dans les cellules tels que des liposomes, des lipides cationiques, des 
polymferes, de la penetratine, du Tat PDT, des peptides issus d'adenovirus (penton 

15 ou fibres) ou d'autres virus, etc. peuvent en outre etre utilises si necessaire. 

Le contact est maintenu entre 5 et 72 heures, generalement entre 12 et 48 heures. 
En effet, les cellules et les divers reactifs doivent de preference rester en contact 
suffisamment longtemps pour permettre la synthese de novo du produit 
d'expression du gene rapporteur. De maniere prefi&ree, Pincubation dure environ 36 

20 heures. 

b) Determination de Pactivite des composes. 

La methode proposee par l'invention pour selectionner, identifier ou caracteriser 
25 des composes capables de moduler le transport inverse du cholesterol prevoit la 
transformation des cellules hdtes avec une cassette d'expression d'un g&ie 
rapporteur. Ledit gene rapporteur peut etre notamment tout gene dont le produit de 
transcription ou d'expression peut etre detects ou dos6 dans des extraits 
biologiques. II peut s'agir, par exemple, du gene codant pour l'apo AI humaine lui- 
30 meme, ou encore du gene codant pour la luciferase et plus particulierement pour la 
luciftrase de luciole ou pour celle de Renilla, pour la phosphatase alcaline secr&6e, 
la galactosidase, la lactamase, la Chloramphenicol acetyl transferase (CAT), 
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rhormone de croissance humaine (hGH), la P-glucuronidase (Glue) et la Green 
fluorescent protein (GFP) etc.. II est entendu que le terme « gene » designe, au sens 
large, tout acide nucleique, notamment un ADNc, un ADNg, un ADN synth&ique, 
un ARN, etc.. 

5 Le gene rapporteur, quel qu'il soit, est plac6 sous le contrdle d'un promoteur 
comprenant au moins une copie d'un eldment de reponse a FXR tel que defini ci- 
avant. 

Le gene rapporteur peut done etre place sous le controle de tout promoteur dont la 
sequence comprend Tune des sequences SEQ ID NO : 1 et/ou 2 ou un variant 

10 fonctionnel de celles-ci. Cette sequence particulifre peut etre prSsente a raison 
d'une ou de plusieurs copies dans le promoteur (preferentiellement 1 a 10 et encore 
plus preferentiellement 1 a 6), en amont, en aval ou en interne, dans la merne 
orientation ou dans l'orientation oppos6e. Dans un mode prefer^ de mise en oeuvre 
de Pinvention, le gene rapporteur est place sous le controle d'un promoteur qui 

15 comprend une ou plusieurs copies du site A (SEQ ID NO : 2) et aucun site C. Dans 
un autre mode de mise en ceuvre de l'invention, le gene rapporteur est plac6 sous le 
controle d'un promoteur qui comprend une ou plusieurs copies du site C (SEQ ID 
NO : 1) et aucun site A. Dans un autre mode de mise en oeuvre de l'invention, le 
gene rapporteur est place sous le controle d'un promoteur qui comprend une ou 

20 plusieurs copies des sites C et A. Preferentiellement, il s'agit d'un promoteur dont 
le differentiel d'activite en l'absence et en presence de FXR ou d'un Equivalent 
fonctionnel peut etre detects 

Pour la realisation d'un promoteur de l'invention, Velement de reponse a FXR peut 
etre associe a un promoteur minimal transcriptionnel. Le promoteur minimal est un 

25 promoteur transcriptionnel ayant une activite basale faible ou inexistante, et 
susceptible d'etre augmentee en presence d'un activateur transcriptionnel 
^'interaction de FXR en presence d'acides biliaires avec le site A). Un promoteur 
minimal peut done etre un promoteur naturellement faible dans les cellules de 
mammifere, e'est-a-dire produisant une expression non toxique et/ou non suffisante 

30 pour obtenir un effet biologique prononce. Avantageusement, un promoteur 
minimal est une construction preparee a partir d'un promoteur natif, par deletion de 
region(s) non essentielle(s) k Tactivit6 transcriptionnelle. Ainsi, il s'agit de 
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preference d'un promoteur comprenant essentiellement une boite TATA, 
generalement d'une taille inferieure a 160 nucleotides, centree autour du codon 
d ? initiation de la transcription. Un promoteur minimal peut ainsi etre prepare k 
partir de promoteurs viraux, cellulaires, forts ou faibles, tels que par exemple le 

5 promoteur du g&ne de la thymidine kinase (TK) du virus de l'herpes, le promoteur 
immediat du CMV, le promoteur PGK, le promoteur SV40, etc.. Le promoteur 
minimal peut avoir une activite suffisamment elevee pour permettre d'identifier des 
composes qui augmentent l'inhibition par FXR, via le site C ou augmentent 
1'activation par FXR, via le site A, par exemple. 

10 Le promoteur (P), l'element de reponse a FXR (ER) et le gene rapporteur (GR) sont 
agences de maniere fonctionnelle dans la cassette d'expression, c'est-i-dire de sorte 
que le promoteur minimal controle l'expression dudit g£ne et que son activity soit 
regulee par FXR. Generalement, ces regions sont done disposees dans 1'ordre 
suivant, dans l'orientation 5->3' : ER-P-GR. Toutefois, tout autre agencement 

15 fonctionnel peut etre envisage par Thomme du metier sans d£partir de la presente 
invention. 

En outre, les diff&ents domaines fonctionnels ci-dessus peuvent 6tre H6s 
directement les uns aux autres, ou separes par des nucleotides n ! affectant pas 
significativement le caractere fonctionnel de la cassette d'expression ou permettant 
20 de conferer des caracteristiques ou performances am61ior6es au systteie 
(amplificateur, silencer, intron, site d'epissage, etc.). 

La methode de selection, d*identification et de caracterisation de composes 
capables de moduler le transport inverse du cholesterol prevoit une 6tape de 

25 determination de l'expression du gene rapporteur. II peut s'agir d'une determination 
de Tactivite transcriptionnelle. A cette fin, TARN total est extrait des cellules en 
culture dans des conditions experimentales d'une part et dans une situation temoin 
d'autre part. Cet ARN est utilise comme sonde pour analyser, par exemple, les 
changements dans l'expression du ou des gene(s) rapporteurs). 

30 II peut 6galement s'agir d'une revelation de l'expression du gene rapporteur a l'aide 
d'un substrat adapt6. Cette revelation peut etre obtenue a Taide de techniques 
variees dont la nature depend du type de gene rapporteur utilise. La mesure peut, 



WO 02/063038 



PCT/FR02/00410 



par exemple, correspondre a une densite optique ou a une Emission fluorescente 
dans le cas d'une utilisation comme g£ne rapporteur du gene codant pour la P- 
galactosidase ou la luciferase. 

Dans un mode particulier, P expression du gene rapporteur est mesur6e k travers le 

5 niveau d'hydrolyse d'un substrat du produit d'expression du gene rapporteur. Par 
exemple, de nombreux substrats peuvent etre utilises pour evaluer P expression de 
la P-lactamase. II peut notamment s'agir de tout produit contenant un noyau p- 
lactame et dont l'hydrolyse peut 6tre controlee. Les substrats pr6fer6s sont ceux 
sp6cifiques de la P-lactamase (i.e., ils ne sont general ement pas hydrolysis dans les 

10 cellules de mammiferes en Pabsence de P-lactamase), ceux qui ne sont pas toxiques 
& l'6gard des cellules de mammiferes et/ou dont le produit d'hydrolyse peut etre 
controle facilement, par exemple par des mdthodes bashes sur la fluorescence, la 
radioactivite, une activite enzymatique ou toute autre methode de detection. 
Des substrats encore plus preferes sont les substrats ratiometriques. L'hydrolyse de 

15 ces substrats peut etre directement reli6e h P activity du produit d'expression du 
gene rapporteur par le nombre de cellules. Un substrat ratiometrique specifique et 
non toxique utilisable dans la presente invention est le CCF2-AM. 
La concentration du substrat peut etre ajust6e par Phomme du metier en fonction du 
nombre de cellules, par exemple. Les cellules sont g&iSralement maintenues en 

20 contact avec le substrat pendant environ 60 minutes. 

La presence du produit du gene rapporteur (ou du produit d'hydrolyse du substrat) 
peut etre determinee par des m6thodes classiques connues de Phomme du metier 
(fluorescence, radio..., D.O., luminescence, FRET (voir WO 0037077), SPA, 
biopuces, methodes immunologiques, etc.). 

25 Genfralement, on determine Pactivit6 d'un compost test dans une cellule et cet 
effet est compare au niveau d'activite en Pabsence de compost test ou a une valeur 
moyenne determinee en Pabsence de tout compose test. 

La mesure de l'hydrolyse implique essentiellement une mesure (ou la determination 
de la quantite relative) du produit d'hydrolyse contenu dans chaque echantillon 
30 reactionnel. Cette mesure peut etre realisee grace a differentes techniques connues 
de Phomme du metier, incluant la detection d'une fluorescence, d'une radioactivite, 
d'une couleur, d'une activite enzymatique, d'un immun complexe antigene- 
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anticorps, etc.. De maniere preferee, le produit d'hydrolyse est detecte et quantifie 
grace & une technique de detection de fluorescence. Des fluorochromes varies 
peuvent ainsi etre utilises et controles sur des echantillons de cellules. 
Un test secondaire permettant de valider, chez 1 'animal, la selection des composes, 
5 peut aussi etre realise grace a la determination de la quantite d'HDL exprimees ou 
grace a la determination d'une variation significative du transport inverse du 
cholesterol aux niveau de cellules traitees avec lesdits composes par comparaison 
avec des cellules non traitees. II est egalement possible de mesurer le taux 
plasmatique de cholesterol et/ou de determiner Fexpression hepatique de Papo AI. 

10 

D'une maniere preferentielle, on utilise dans la methode selon Pinvention, une 
cellule h6te comprenant le recepteur FXR ou un Equivalent fonctionnel. 
La presence du recepteur FXR permet de reproduire une situation physiologique et 
permet d'identifier, grace aux methodes precedemment decrites, des composes 
15 capables de moduler les interactions entre FXR et Tun et/ou F autre de ses 
e!6ment(s) de reponse, tel(s) que divulgue(s) par la presente invention, ou entre 
FXR et un ou plusieurs ligand(s) de FXR. 

Le recepteur FXR peut etre naturellement present ou peut avoir ete introduit ou 
ajout6 artificiellement. II peut s'agir d'un equivalent de FXR a savoir toute 
20 s6quence d'acides amines identique a 60% au moins a celle du recepteur FXR, de 
maniere preferentielle a 75% au moins et de maniere encore plus preferentielle k 
90-95% au moins. 

Selon un mode prefere, F invention decrit egalement une methode pour la selection, 
25 Identification ou la caracterisation de composes capables de moduler le transport 
inverse du cholesterol, qui comprend : 

■ la mise en contact d'un compose test avec une cellule hote comprenant : 
- une cassette depression d'un gene rapporteur, ladite cassette 
30 comprenant un gene rapporteur place sous le controle d'un promoteur 

contenant au moins une copie d'un 616ment de reponse a FXR du 
promoteur du gene humain de l'apo AI ou d'un variant fonctionnel de 
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celui-ci, et 

- le r6cepteur FXR ou un equivalent fonctionnel, et 
■ la determination de 1 'expression du g&ie rapporteur. 



5 Cette methode permet de determiner le niveau d'expression du gene rapporteur, 
selon Tune des techniques connues de Phomme du metier decrites precedemment, 
en presence du compose test ou en l'absence dudit compose, une augmentation ou 
une diminution du niveau depression du gene rapporteur signalant Paptitude du 
compose test a moduler le transport inverse du cholesterol. 

10 Selon un mode encore plus pr6fere de Pinvention, la cellule hote comprend 
egalement un ligand de FXR. 

La designation « ligand de FXR » s'applique non seulement aux acides biliaires et 
derives mais egalement aux facteurs'de transcription, aux co-activateurs et co- 
represseurs, ainsi qu'aux autres polypeptides impliques dans la machinerie de 
15 regulation de Pexpression de genes. II peut s'agir, par exemple, d'autres recepteurs 
comme RXR ou les recepteurs aux hormones nucleaires. 

Comme indiqu6 precedemment, ces m6thodes permettent le criblage, rapide et en 
parallele, de nombreux composes test sur une ou plusieurs populations cellulaires 

20 (cellules de mammifere, cellules humaines telle que, par exemple, des hepatocytes, 
cellules procaryotes, etc.). Ces methodes sont predictives, automatisables et 
adaptees a la selection, Tidentification et la caracterisation desdits composes. 
Une forme particuliere de mise en oeuvre du procede de criblage utilise les 
methodes classiques d 'identification de clones qui expriment des proteines qui lient 

25 PADN. II peut s'agir par exemple de cribler des banques d'expression d'ADNc 
dans Xgtll ou d'utiliser la methode dite du «One Hybrid » ou du « Phage 
Display », ou encore de pratiquer une purification par chromatographic d'affinite. 
La ou les proteine(s) isoiee(s) sont ensuite sequencees. 

30 2. Methodes basees sur un test de liaison. 



L'invention conceme egalement une methode pour la selection, P identification ou 
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la caracterisation de composes capables de moduler le transport inverse du 
cholesterol, basee sur la mesure de la liaison d'un compose test a Tun ou l'autre 
voire aux deux £l£ments de reponse. Cette methode comprend plus 
particulierement : 

5 

- la mise en contact d'un compose test avec une construction d'acide 
nucleique comprenant au moins une copie d'un element de r£ponse a FXR 
du promoteur du gene humain de l'apo AI ou d'un variant fonctionnel de 
celui-ci, et 

10 - la determination de la liaison 6ventuelle dudit compose test sur l'eiement de 
reponse. 

La liaison du compose test sur Tun au moins des elements de reponse a FXR peut 
etre mise en evidence grace a une migration sur gel, par electrophorese des 
15 h&erodimeres formes suite a la mise en oeuvre de la methode decrite ci-dessus. 
Certains composes tests sont effectivement susceptibles de porter un site de liaison 
a l'ADN en grande partie identique a celui de FXR et d'exercer ainsi une 
competition avec celui-ci. 

L'electrophorese permet de distinguer directement les heterodimeres FXR/element 
20 de reponse a FXR, des h&erodimeres compose test/element de reponse h FXR et 
des elements de reponse k FXR. 

D'autres methodes basees sur la luminescence ou utilisant la technique FRET 
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) bien connue de Thomme du m6tier ou 
la technique SPA (Scintillation Proximity Assay), peuvent etre mises en ceuvre 
25 dans le cadre de la presente invention pour determiner la liaison eventuelle du 
compos6 test sur Tun et/ou Pautre 616ment(s) de rtponse a FXR. 

Cette methode de selection, d'identification et de caracterisation directe de 
composes capables de moduler le transport inverse du cholesterol peut, selon un 
30 mode particulier de realisation de la presente invention, etre effectuee en presence 
du recepteur FXR ou d'un Equivalent fonctionnel de ce dernier. L'etape ulterieure 
de cette methode consiste alors a determiner l'effet de la presence du composd test 



WO 02/063038 



PCT/FR02/00410 



sur la liaison de FXR a son et/ou ses el6ment(s) de reponse. II s'agit, par exemple, 
d'etablir la capacity dudit compose test a moduler la liaison de FXR a Pelement de 
reponse, en determinant la quantity de FXR H6e en presence du compost test par 
rapport a cette quantite en P absence de compose test. Un test de competition 

5 utilisant la technique FP (fluorescence Polarization) connue de Phomme du metier 
peut ainsi s'appliquer efficacement dans le cadre de cette determination. 
Un compose test capable de moduler la liaison de FXR a Pelement de reponse 
pourra faire Pobjet d'un test ulterieur de sa capacite a moduler l'expression d'un 
gene rapporteur et/ou le transport inverse du cholesterol, selon Tune des m&hodes 

1 0 decrites precedemment. 

Dans un mode particulier, la construction d'acide nucleique comprend au moins 1 
copie, de preference de 2 a 5 copies de la sequence SEQ ID NO :1 ou d'un variant 
fonctionnel de celle-ci. Les composes tests capables d'inhiber (c'est-a-dire de 
15 reduire au moins partiellement) la liaison de FXR sur cette construction permettent 
d'activer l'expression du g£ne rapporteur et constituent des candidats pour stimuler 
le transport inverse du cholesterol. 

C Activite des HDL et de i'apolipoprotiine AI. 

20 

Les methodes decrites precedemment pour la selection, P identification ou la 
caractdrisation de composes capables de moduler l'expression d'un g6ne rapporteur 
et/ou le transport inverse du cholesterol peuvent, selon un autre mode de realisation 
de Pinvention, etre utilisees pour la selection, Pidentification ou la caracterisation 
25 de composes capables de moduler Pactivite des HDL et/ou l'expression de Papo 
AL 

D. Composes test. 

30 La presente invention peut etre appliqute a tout type de compost test. Ainsi, le 
compose test peut etre tout produit qui se presente sous une forme isolee ou en 
melange avec d'autres produits. Le compost peut etre defini en termes de structure 
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et/ou de composition ou ne pas £tre defini. Le compost pent, par exemple, etre un 
produit isole et structurellement defini, un produit isole de structure indefinie, un 
melange de produits connus et caracteris6s ou une composition indefinie 
comprenant un ou plusieurs produits. De telles compositions indefinies peuvent 

5 etre, par exemple, des echantillons de tissus, des fluides biologiques, des 
surnageants cellulaires, des preparations v6g£tales, etc.. Les composes test peuvent 
etre des produits inorganiques ou organiques et notamment un polypeptide (ou une 
prot6ine ou un peptide), un acide nucleique, un lipide, un polysaccharide, un 
compost chimique ou biologique tel qu'un facteur nucleaire, un cofacteur ou tout 

10 melange ou derive de ces derniers. Le compose peut etre d'origine naturelle ou 
synth&ique et inclure une banque combinatoire, un clone ou une banque de clones 
d'acides nucleiques exprimant un ou plusieurs polypeptide(s) liant l'ADN, etc.. 

La presente invention est particulterement adaptfe 4 la selection, Identification ou 
15 la caracterisation d'un nombre important de composes. Ce criblage simple et 
efficace peut etre accompli en un laps de temps tres court. Les methodes decrites 
peuvent en particulier etre partiellement automatisees, autorisant ainsi le criblage 
efficace et simultane de composes divers et nombreux, soit sous forme de melange 
soit sous forme separ£e. 

20 

E. Utilisation des composes identifies. 

Les composes identifies selon Pinvention pr£sentent des proprietes avantageuses 
pour une utilisation therapeutique, notamment dans le domaine de 1'atherosclerose. 

25 Une application possible de Tinvention est de permettre Tidentification d'une 
substance therapeutique susceptible de r&luire Peffet inhibiteur des acides biliaires 
sur Texpression de l'apo AI et d'augmenter ainsi le transport inverse du cholesterol. 
L'invention prevoit ainsi l'utilisation d'un compose capable de moduler (i.e., 
augmenter ou diminuer) la liaison de FXR aux elements de reponse du promoteur 

30 du g&ne codant pour Tapo AI humain ou d'un variant fonctionnel de celui-ci, pour 
la preparation d'une composition destinee a moduler (i.e., augmenter ou diminuer) 
le transport inverse du cholesterol. Selon un autre mode de realisation de 
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Tinvention, cette utilisation peut etre destinee a moduler (i.e., augmenter ou 
diminuer) Pactivite des HDL ou a moduler Texpression de Tapo AL 
Un autre mode de realisation de Tinvention prevoit Tutilisation d'un compose 
capable de controler Teffet de FXR sur la transcription du gene humain de l'apo AI 
5 ou d'un variant fonctionnel de celui-ci, pour la preparation d'une composition 
destin£e a accroitre le transport inverse du cholesterol. 

Selon un mode de realisation prefere de Tinvention il s'agit d'un compose chimique 
ou d'un compose biologique. Selon un autre mode prefere, il s'agit d'un facteur 
nucl6aire ou d'un cofacteur. Selon un mode encore plus pr6fer6, il s'agit d'un clone 
10 exprimant un ou plusieurs polypeptide(s) liant TADN. D'une maniere generate, il 
peut s'agir de tout compose selectionne, identifie ou caracterise selon Tune des 
m&hodes pr6c6demment dScrites. 

L'invention inclut Tutilisation de tout compose (ou derives desdits composes) 
15 selectionne, identify ou caracterise selon Tune des m&hodes precedemment 
decrites, dans le cadre de la pr&ente invention, comme cible de recherches 
experimentales ou pour la fabrication de compositions pharmaceutiques destinees a 
augmenter le transport inverse du cholesterol ou a traiter Thypercholesterolemie, 
Tatherosclerose, les desordres lipidiques et/ou les affections cardio-vasculaires. 

20 

D'autres avantages et applications de la presente invention apparaitront a la lecture 
des exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme purement illustratifs 
et non limitatifs. 



25 LEGENDES DES FIGURES 

Figure n°l : Le TCA rdduit le taux plasmatique de cholesterol et d'apo AI ainsi que 
Texpression hepatique de Tapo AI dans les souris transg^niques pour le 
gene humain de Tapo AL 

30 

Figure n°2 : Le CDCA et le TCA reduisent Texpression de Tapo AI dans les cellules 
HepG2. 
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Figure n°3 : Effet transcriptionnel des acides biliaires. 

Figure n°4 : Le CDCA et le TCA activent FXR. 

5 Figure n°5 : La sur-expression de FXR en presence de CDCA r&iuit 1'activite du 
promoteur de Papo AI humaine dans les cellules HepG2. 

Figure n°6 : La sur-expression de FXR en presence de CDCA reduit Pactivit6 du 
promoteur de l'apo AI humaine dans les cellules HepG2 : identification 
1 0 fonctionnelle des elements de rdponse. 

Figure n°7 : FXR se lie sur les sites C (SEQ ID NO : 1) et A (SEQ ID NO : 2) du 
promoteur de Papo AI en dimere avec RXR alors que FXR se lie 
egalement en monomere sur le site C (SEQ ID NO : 1). 

15 

Figure n°8 : Le GW4064, activateur specifique de FXR, reduit Texpression de l'apo 
AI humaine ainsi que 1'activite de son promoteur dans les cellules HepG2 

20 SEQUENCES 

SEQ ID NO : 1 (Site C wt) 

5 '-C AGAGCTG ATCCTTG AACTCTT AAGTTCC-3 ' 

25 

SEQ ID NO:2(SiteAwt) 

5 '-CCCCACTGAACCCTTGACCCCTGCCCTGCAGCC-S ' 
30 SEQ ID NO: 3 (Site Cmt) 



5 '-C AGAGCTATATATTATATATATAAGTTCC-3 * 
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SEQID NO:4(SiteAmt) 

5 , -CCCCACTGAACCCTTGATTCCTGCTTTGCAGCC-3 , 
5 SEQ ID NO : 5 (Promoteur de l'apo AI - j04066 (apoAI gene) 1819-2167) 
5'- 

gggagacctgcaagcctgcagcactcccctcccgcccccactgaacccttgacccctgccctgcagcccccgca 
gcttgctgtttgcccactctatttgcccagccccagggacagagctgatccttgaactcttaagttccacattgccagg 
10 accagtgagcagcaacagggccggggctgggcttatcagcctcccagcccagaccctggctgcagacata^ 
ggccctgcaagagctggctgcttagagatfgcgagaaggaggtgcgtrc^ 
ccccagctcaaggttcaggccttgccccaggccgggcctctgggtac-3* 

SEQ ID NO : 6 (promoteur Tk - M80483 (pBLCATS) 38-204; J02224 (Herpes 
15 simplex) 302-462) 

5'- 

tgccccgrccagcgtcttgtcattggcgaattcgaacacgcagatgcagtcggggcggcgcggtccaggtccact 
tcgcatattaaggtgacgcgtgtggcctcgaacaccgagcgaccctgcagcgacccgcttaacagcgtcaacacg 
20 tgccgcagatcacgag-3 ' 

EXEMPLES 

Exemple 1 : Effet du TCA sur le taux plasmatique de cholesterol et d'apo AI ainsi 
25 que sur I'expression hepatique de Papo AI dans les souris transg6niques 

pour le gene humain de l'apo AI (figure n°l) 

L'exemple 1 montre 1'effet d*un regime enrichi en taurocholate sur le taux serique de 
cholesterol et d'apo AI humaine ainsi que sur le profil lipidique et I'expression h6patique 
30 de l'apo AI humaine de souris transgeniques qui expriment le gene de l'apo AI dans un 
fond g&ietique C57BL. 

Dix souris transgfiniques qui expriment le g£ne de 1'apo AI dans un fond genetique 
C57BL (EFFA-CREDO, L'Arbresle, France) sont genotypees par PCR et divisees en 
deux groupes de cinq animaux. Le premier groupe regoit un regime normal pendant une 
35 semaine alors que Tautre est traite par un regime enrichi en TCA (acide taurocholique) 
(0,5% P/P). Le sang est collecte apres un jeune de 12 heures par ponction retro-orbitale 



WO 02/063038 PCT/FR02/00410 

sous anesthesie au barbital. Les echantillons de serum collectes sont conserves a -20°C 
avant analyse. Apr£s une semaine de traitement, les animaux sont sacrifies et des 
echantillons de foie preleves et congel6s pour analyse. Les taux s6riques d'apo AI 
humaine sont mesures avant et apres le regime comme decrit precedemment (Peters, J. 

5 Biol. Chem., 272 (43) : 27307-12 (1997)). Les taux seriques de cholesterol et les profils 
lipidiques apr6s FPLC sont mesures comme Stablis pr6c£demment (Rasp6 et al., J. Lipid 
Res., 40 (11) : 2099-2110 (1999)). Les ARNm totaux sont extraits des echantillons de 
foie comme decrit precedemment (Chomczynski et al., Anal. Biochem., 162 (1) : 156-9 
(1987)) et quantifies par hybridation de Northern Blot (Peters, 1997) h Taide des sondes 

10 apo AI humaine et 28S (Peters, J. Biol. Chem., 272 (43) : 27307-12 (1997)). 

Exemple 2 ; Effet du CDCA et du TCA sur r expression de Papo AI dans les cellules 
HepG2 (figure n°2) 

15 L'exemple 2 montre les effets de concentrations croissantes du CDCA et du TCA qui 
diminuent Texpression de Tapo AI dans les cellules HepG2. Les cellules HepG2 sont 
cultivees dans du milieu DMEM supplemente de 10% de serum de veau foetal, de 
penicillin/streptomycin, de pyruvate de sodium et d'acides amines non-essentiels et 
incubees a 37°C, dans une atmosphere humide contenant 5% C02/95% air. Elles sont 

20 ensuite traitees avec les concentrations indiqu6es de CDCA. Les ARNm totaux sont 
extraits comme decrit precedemment (Chomczynski et al., Anal. Biochem., 162 (1) : 
156-9 (1987)) et quantifies par hybridation de Northern Blot (Peters, J. Biol. Chem., 
272 (43) : 27307-12 (1997)) k l'aide des sondes apo AI humaine et 28S (Peters, J. Biol. 
Chem., 272 (43) : 27307-12 (1997)). 

25 

Exemple 3 : Demonstration d'un effet transcriptional des acides biliaires (figure n°3) 

L'exemple 3 montre que le CDCA teste a une concentration de 50 jiM reduit 
considfrablement l'expression de Papo AI dans les cellules HepG2. Son effet est 
30 compense par une preincubation de 12h en presence d'actinomycine D (5g/ml), ce qui 
suggere que Teffet est transcriptionnel. Les cellules HepG2 sont cultivees dans du 
milieu DMEM suppl6mente de 10% de s6rum de veau fcetal, de penicillin/streptomycin, 
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de pyruvate de sodium et d'acides amines non-essentiels et incubees a 37°C, dans une 
atmosphere humide contenant 5% C02/95% air. Les ARNm totaux sont extraits comme 
decrit precedemment (Chomczynski et al., Anal. Biochem., 162 (1) : 156-9 (1987)), 
et quantifies par hybridation de Northern Blot (Peters, J. Biol. Chem., 272 (43) : 27307- 
5 12 (1997)) a 1'aide des sondes apo AI humaine et 28S (Peters, J. Biol. Chem., 272 (43) : 
27307-12(1997)). 

Exemple 4 : Effet de la sur-expression de FXR en presence de CDC A sur V activity du 
promoteur de l'apo AI humaine dans les cellules HepG2 (figure n°5) 

10 

L'exemple 4 montre que la sur-expression de hFXR et mRXRa en presence de CDCA 
r6prime l'activitS des fragments -254/+91 (qui comporte les sites AB et C), [(voir SEQ 
ID NO : 5)], -192/+91 (qui comporte les site B et C) mais pas du fragment -40/+91 (qui 
ne comporte que le promoteur minimum) du promoteur de l'apo AI, clones en amont du 

1 5 gene rapporteur luciferase. 

Des cellules HepG2 sont co-transfect6es par la technique de lipofection avec 300 ng du 
vecteur pCDNA3-hFXR qui permet la sur-expression de FXR, 300 ng du vecteur pSG5- 
mRXRa et 1 |ig des vecteurs rapporteurs indiques qui permettent l'expression du gene 
rapporteur luciferase sous le controle des fragments -254/+91, -192/+91 et -40/+91 du 

20 promoteur de 1'apo AI. Ces constructions sont obtenues par l'echange du gene 
rapporteur CAT des constructions decrites precedemment (Ngoc Vu-Dac et al., J. Biol. 
Chem., 269 (49): 31012-8 (1994)) avec le gene rapporteur Luciferase extrait du 
plasmide pGL3 de Promega (Madison, WI, USA) comme d6crit precedemment (Raspe 
et al., J. Lipid Res., 40 (1 1) : 2099-21 10 (1999)). La quantite totale d'ADN est etablie h 

25 2 |ig h Taide du plasmide pBKS+. Apres 3 heures de transfection, les cellules sont 
incubees dans le milieux de culture avec les acides biliaires, aux concentrations 
indiquees, pendant 36 heures. L f activit6 Luciferase est ensuite mesur^e comme decrit 
pr6c6demment (Rasp6 et al, J. Lipid Res., 40 (1 1) : 2099-21 10 (1999)). 



30 Exemple S: Identification fonctionnelle des 616ments de rdponse k FXR presents sur 
le promoteur du gene humain de Tapo AI (figure n°6) 
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L'exemple 5 montre que la sur-expression de hFXR en presence de CDCA reprime 
l'activite du fragment -254/+91 sauvage du promoteur de l'apo AI (construction notee 
wt), clones en amont du g£ne rapporteur luciferase (panneau A). II montre egalement 
que la mutation du site C present dans le fragment -254/+91 du promoteur de l'apo AI 

5 (construction notee C mut), clones en amont du gene rapporteur luciferase se traduit par 
une activation de l'activife transcriptionnelle de la construction en r6ponse & la sur- 
expression de hFXR (panneau A). La sur-expression de hFXR en presence de CDCA 
reprime egalement l'activite du fragment -254/+91 du promoteur de l'apo AI, clones en 
amont du gene rapporteur luciferase dont le site A est mute (construction notee A mut) 

10 (panneau A). Enfin, la mutation conjointe des site A et C (construction nofee AC mut) 
du fragment -254/+91 du promoteur de l'apo AI clones en amont du gene rapporteur 
luciferase se traduit par une perte de la reponse a hFXR. 

L'exemple 5 montre que la sur-expression de hFXR en presence de CDCA reprime 
l'activite d ! une construction qui comporte trois copies du site C du promoteur de Papo 

1 5 AI humaine donees en amont du promoteur de la thymidine kinase du virus de lUerpes 
simplex et du gdne rapporteur luciferase (notee C3TK) alors qu'une construction qui 
comporte trois copies du site A du promoteur de l'apo AI humaine clonees en amont du 
promoteur de la thymidine kinase du virus de 1'Herpes simplex (notee A3TK) est activee 
par la sur-expression de hFXR en presence de CDCA et que l'activite d'une 

20 construction qui ne comporte que le promoteur de la thymidine kinase du virus de 
1'Herpes simplex (notee TkpGL3) n'est pas affectee par la sur-expression de hFXR en 
presence de CDCA (panneau B). 

Les cellules HepG2 sont co-transfectees par la technique de lipofection avec 300 ng du 
25 vecteur pCDNA3-hFXR qui permet la sur-expression de ce dernier et 1 \ig des vecteurs 
rapporteur indiqu6s qui permettent 1'expression du gene rapporteur luciferase sous le 
controle du fragment -254/+91 sauvage ou mute du promoteur du gene humain de l'apo 
AI, sous le controle du promoteur de la thymidine kinase du virus de 1'Herpes simplex 
ou sous le controle de trois copies du site A ou du site C du g£ne humain de l'apo AI 
30 clonees en amont du promoteur de la thymidine kinase du virus de 1'Herpes simplex. La 
construction qui comporte le fragment -254/+91 sauvage du promoteur de l'apo AI est 
obtenue par l'echange du gene rapporteur CAT de la construction correspondante d6crite 
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precedemment (Ngoc Vu-Dac et al., J. Biol. Chem., 269 (49) : 31012-8 (1994))) avec le 
gene rapporteur Luciferase extrait du plasmide pGL3 de Promega (Madison, WI, USA), 
comme decrit precedemment (Raspe et al, J. Lipid Res., 40 (11) : 2099-2110 (1999)). 
La construction qui comporte le fragment -254/+91 du promoteur de Tapo Al dont le 

5 site A est mute est obtenue par mutagenese dirigee du site A, dans la construction 
sauvage, k l'aide du kit Quick Change Site directed mutagenesis (Stratagene, La Jolla, 
CA, USA), de l'oligonucl&tfide 5'- 

CCCC ACTG AACCCTTGATTCCTGCTTTGC AGCC-3 * (SEQ ID NO: 4) et de 
Toligonucleotide complementaire. La construction qui comporte le fragment -254/+91 

10 du promoteur de 1'apo Al dont le site C est mut6 est obtenue par mutagenese dirigee du 
site C, dans la construction sauvage, a l'aide du kit Quick Change Site directed 
mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA, USA), de Toligonucteotide 5'- 
CAGAGCTATATATTATATATATAAGTTCC-S 1 (SEQ ID NO: 3) et de 
Toligonucleotide complementaire. La construction qui comporte le fragment -254/+91 

15 du promoteur de Tapo Al dont les sites A et C sont mutes est obtenue par mutagenese 
dirigee du site A, dans la construction Cmut, a l'aide du kit Quick Change Site directed 
mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA, USA), de l'oligonucleotide 5'- 
CCCC ACTG AACCCTTGATTCCTGCTTTGCAGCC-3 ' (SEQ ID NO: 4) et de 
l'oligonucleotide complementaire. La construction qui comporte le promoteur de la 

20 thymidine kinase du virus de l'Herpes simplex clone en amont du gene rapporteur 
lucifSrase not6e TkpGL3 a et6 decrit precedemment (Raspe et al., J. Biol. Chem., 276 
(4) : 2865-2871 (2001)). La construction notee C3TK qui comporte trois copies du site 
C du promoteur de Tapo Al humaine clonees en amont du promoteur de la thymidine 
kinase du virus de l'Herpes simplex et du gene rapporteur luciftrase a ete obtenue par 

25 clonage oriente de trois copies de l'oligonucleotide double brin correspondant a la 
sequence du site C sauvage (SEQ ID NO : 1) dans le site Smal du vecteur TkpGL3. La 
construction not£e A3TK qui comporte trois copies du site A du promoteur de Tapo Al 
humaine clon6es en amont du promoteur de la thymidine kinase du virus de l'Herpes 
simplex et du g&ie rapporteur luciferase a 6t6 obtenue par clonage oriente de trois 

30 copies de ^oligonucleotide double brin correspondant a la sequence du site A sauvage 
(SEQ ID NO : 2) dans le site Smal du vecteur TkpGL3. La quantity totale d'ADN est 
etablie a 2 \ig k Taide du plasmide pBKS+. Apres 3 heures de transfection, les cellules 
sont incubdes dans le milieux de culture avec les acides biliaires, aux concentrations 
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indiquees, pendant 36 heures. L'activite Luciferase est ensuite mesurte comme decrit 
preeminent (Raspe et al, J. Lipid Res., 40 (1 1) : 2099-21 10 (1999)). 

Exemple 6 : Liaison du complexe FXR/RXR au site A (SEQ ID NO : 2) et de FXR et 
5 du complexe FXR/RXR au site C (SEQ ID NO : 1) du promoteur de 

l'apo AI (figure n°7) 

L'exemple 6 montre que le complexe RXRa/hFXR se lie specifiquement sur les sites A 
et C du promoteur de l'apo AI humaine. II montre egalement que FXR est capable de se 
10 Her seul en monomere uniquement au site C du promoteur de l'apo AI humaine. 

Les proteines hFXR et mRXRa sont produites in vitro 4 l'aide du kit TNT-T7 de 
Promega (Madison, WI, USA) et des vecteurs pCDNA3-hFXR et pSG5-mRXRa. Des 
oligonucleotides doubles brins correspondants aux sites A et C du promoteur du g£ne 

15 humain de l'apo AI (SEQ ID NO : 2, SEQ ID NO : 1) et prepares comme decrit 
precedemment (Ngoc Vu-Dac et al., J. Biol. Chera., 269 (49) : 31012-8 (1994)), ont ete 
marqu6s avec du [y- 32 P]-ATP a l'aide de la polynucleotide kinase. 2 ^1 de lysat de 
reticulocytes programmes par hFXR et mRXRa sont incubes pendant 15 minutes a 
temperature ambiante dans un volume final de 20jil de tampon qui contient 10 mM 

20 HEPES, 2,5 mM MgCl 2 , 10% glycerol, 2,5 mg/ml BSA, 50 mM NaCl et 0,5 mM DTT 
avec 2,5 de polydl-dC et 1 ^ig d'ADN de sperme de hareng avant 1'addition de la 
sonde marquee (0,5 ng). Le melange est incub6 pendant 15 min. a temperature ambiante 
et les complexes sont separes par electrophorese sur gel non denaturant dans du tampon 
TBE 0,25X. Les experiences de super-retard sont realisees en ajoutant Tanticorps anti- 

25 FXR (Santa Cruz, Califomie, USA) 3 heures avant Faddition de FADN a 4°C. 

Exemple 7 : Le GW4064, agoniste synthetique de FXR, r&iuit ^expression de Tapo 
AI dans les cellules HepG2 (figure 8) 

30 Les cellules HepG2 sont co-transfectees comme precedemment decrit dans Pexemple 5. 
Les ARNm des cellules sont obtenus comme precedemment decrit dans l'exemple 2. 
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Niveau relatif d'ARNm hapo AI (en %) 


Controle 
GW4064 luM 
GW4064 5jiM 


100,0 ±9,4 
54,3 ± 7,3 
23,0 ±5,5 





Activite lucifirase relative (en %) 


Construction ABC 


Controle 
GW4064 luM 


100,0 ± 11,9 
56,8 ± 6,9 


Construction A3 TK 


Controle 
GW4064 luM 


100,0 ±1,1 
11 19,1 ±28,1 


Construction C3 TK 


Controle 
GW4064 luM 


100,0 ±12,6 
61,8 ±2,8 



5 

L'exemple 7 montie que le GW4064 (Goodwin et al., Mol Cell., 2000 Sep;6(3):517- 
26), puissant activateur specifique de FXR, r&iuit fortement l'expression de Papo AI 
dans les cellules HepG2. 

10 L'exemple 7 montre que la sur-expression de hFXR en presence de l\iM de GW4064 
reprime Tactivite du fragment -254/+91 du promoteur de Tapo AI humaine 
(construction notde ABC) ainsi que celle de la construction qui comporte trois copi^ du 
site C (SEQ ID NO : 1) du promoteur de Tapo AI humaine (notde C3TK). On constate k 
Pinverse qu'une construction qui comporte trois copies du site A (SEQ ID NO : 2) du 

1 5 promoteur de Tapo AI humaine (not6e A3TK) est activte par la sur-expression de hFXR 
en presence de GW4064. 
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REVENDICATIONS 



1 . M6thode pour la selection, 1'identification ou la caracterisation de composes 
5 capables de moduler le transport inverse du cholesterol, qui comprend : 

- la mise en contact d'un compose test avec une construction d'acide 
nucleique comprenant au moins une copie d'un element de reponse a 
FXR du promoteur du gene humain de l'apolipoproteine AI ou d'un 
variant fonctionnel de celui-ci, et 
10 - la determination de la liaison eventuelle dudit compose test sur 

1'element de reponse. 



2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que la mise en contact 
est effectuee en presence du rScepteur FXR ou d'un equivalent fonctionnel 
15 du recepteur FXR, et en ce que Ton determine l'effet de la presence du 

compose test sur la liaison de FXR a P&ement de reponse. 



3. Methode pour la selection, Identification ou la caract6risation de composes 
capables de moduler le transport inverse du cholesterol, qui comprend : 
20 - la mise en contact d'un compost test avec une cellule h6te comprenant 

une cassette d'expression d'un gene rapporteur, ladite cassette 
comprenant un gene rapporteur place sous le controle d'un promoteur 
contenant au moins une copie d'un 616ment de reponse h FXR du 
promoteur du gene humain de l'apolipoproteine AI ou d'un variant 
25 fonctionnel de celui-ci, et 

- la determination de l'expression du gene rapporteur. 



4. M&hode selon la revendication 3, caract6ris6e en ce que la cellule hote 
comprend le recepteur FXR ou un equivalent fonctionnel. 

30 

5. Methode selon Tune des revendications 3 ou 4, caracterisee en ce que la 
cellule hote comprend un ligand de FXR. 
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6. Methode selon Tune des revendications 3 a 5 comprenant la determination 
du niveau depression du gene rapporteur en presence du compos6 test ou 
en Pabsence dudit compose, une augmentation ou une diminution du niveau 

5 depression du gene rapporteur signalant Faptitude du compost test a 

moduler le transport inverse du cholesterol, 

7. Methode selon Tune des revendications 3 a 6, caracterisee en ce que la 
cellule hote est une cellule de mammifere. 

10 

8. M6thode selon la revendication 7, caract£ris6e en ce que la cellule de 
mammifere est une cellule humaine. 

9. Methode selon Tune des revendications 1 a 8, caracterisee en ce que 
15 T616ment de reponse & FXR comprend la sequence (SEQ ID NO: 1) 

suivante : 5 ' -C AGAGCTGATCCTTG AACTCTTAAGTTCC-3 ' , 
ou un variant fonctionnel de celle-ci capable de Her le rteepteur FXR. 

10. M6thode selon Tune des revendications 1 a 9, caracterisee en ce que 
20 Pel6ment de reponse a FXR comprend la sequence (SEQ ID NO : 2) 

suivante : 5 , -CCCCACTGAACCCTTGACCCCTGCCCTGCAGCC-3 , J 
ou un variant fonctionnel de celle-ci capable de Her le recepteur FXR. 

11. M6thode selon Pune des revendications 3 a 10, caract6ris6e en ce que le 
25 gene rapporteur est un gene codant un produit dont Pactivite ou la presence 

dans des ex traits biologiques peut etre mesur6e, notamment Pun des genes 
codant pour la luciftrase, la phosphatase alcaline s6cret£e, la galactosidase 
ou la lactamase. 

30 12. Methode selon Pune des revendications 3 a 11, caracterisee en ce que le 

promoteur est choisi parmi le promoteur HSV-TK, le promoteur immediat 
du CMV, le promoteur PGK et le promoteur du gene codant pour 
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rapolipoprot6ine AI humaine, le promoteur SV40. 

13. Methode selon l'une des revendications 1 a 12, caracterisee en ce qu'un ou 
plusieurs composes sont testes, en melange ou de maniere separee. 

5 

14. Methode selon Tune des revendications 1 a 13, caracterisee en ce que le 
compost test est une banque combinatoire. 

15. M6thode selon la revendication 14 caracterisee en ce que le compose test est 
10 un clone ou une banque de clones decides nucleiques exprimant un ou 

plusieurs polypeptide(s) liant FADN. 

16. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que la mise en contact est realisee dans une plaque 

15 multipuits. 

17. Methode selon l'une quelconque des revendications precedentes 
comprenant, en outre, la comparaison des effets 6ventuels determines grace 
a ladite methode avec ceux, eventuels, determines grace a une methode 

20 realisee dans les memes conditions mais avec une construction d'acide 

nucl&que comprenant au moins une copie mutee d'un element de reponse a 
FXR du promoteur du gene codant pour l'apolipoprot£ine AI humaine, 
ladite copie mutee etant essentiellement incapable de Her le recepteur FXR. 

25 18. Methode selon Tune quelconque des revendications pr6c£dentes, pour la 
selection, Identification ou la caracterisation de composes capables 
d'augmenter le transport inverse du cholesterol. 



30 



19. Methode selon Tune quelconque des revendications 1 a 17, pour la selection, 
Identification ou la caracterisation de composes capables de moduler 
l'activite des HDL. 
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20. Methode selon Tune quelconque des revendicationsl a 17, pour la selection, 
Tidentification ou la caracterisation de composes capables de moduler 
l'expression de l'apolipoproteine AI. 

5 21. Utilisation d'un compos6 capable de moduler la liaison de FXR a l'element 
de reponse du promoteur du gene codant pour l'apolipoprot&ne AI humaine 
ou d'un variant fonctionnel de celui-ci, pour la preparation d'une 
composition destinee k moduler le transport inverse du cholesterol. 

10 22. Utilisation d'un compose diminuant la liaison de FXR a la sequence SEQ 
ID NO : 1 ou un variant fonctionnel de celle-ci, pour la preparation d'une 
composition destinee a augmenter le transport inverse du cholesterol. 

23. Utilisation d'un compose diminuant 1'effet de FXR sur la transcription du 
15 gene humain de l'apolipoproteine AI pour la preparation d'une composition 

destin6e k accroitre le transport inverse du cholesterol. 

24. Utilisation d'un compost modulant la liaison de FXR et/ou de ses 
cofacteurs a la sequence SEQ ID NO : 1 ou SEQ ID NO : 2 ou un variant 

20 fonctionnel de celles-ci, pour la preparation d'une composition destinee a 

moduler l'activite des HDL. 



25. Utilisation d'un compost diminuant la liaison de FXR a la sequence SEQ 
ID NO : 1 ou un variant fonctionnel de celle-ci, pour la preparation d'une 

25 composition destinee a augmenter l'activite des HDL. 

26. Utilisation d'un compost augmentant la liaison de FXR a la sequence SEQ 
ID NO : 2 ou un variant fonctionnel de celle-ci, pour la preparation d'une 
composition destinee a augmenter l'activite des HDL. 

30 

27. Utilisation selon l'une des revendications 21 a 26 dans laquelle ledit 
compose est un compost biologique ou un compose chimique. 
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28. Utilisation selon la revendication 27, caracterisee en ce que le compose est 
un facteur nucleaire ou un cofacteur. 

29. Utilisation selon Tune des revendications 21 a 26, caracterisee en ce que le 
compost est un clone exprimant un ou plusieurs polypeptide(s) liant l'ADN. 

30. Utilisation selon Tune des revendications 21 k 26, caract6ris6e en ce que le 
compose est un compose selectionne, identifie ou caracterise selon Tune des 
revendications 1 a 20. 

31. Fragment d'acide nucleique caracterise par la sequence (SEQ ID NO : 1) 
suivante : 

5 *-CAG AGCTG ATCCTTGAACTCTTA AGTTCC-3 ' 

ou un variant de celle-ci et en ce qu'il est capable de Her le recepteur FXR. 

32. Fragment d'acide nucl6ique caracterise par la sequence (SEQ ID NO : 2) 
suivante : 

5 , -CCCCACTGAACCCTTGACCCCTGCCCTGCAGCC-3 , 

ou un variant de celle-ci et en ce qu'il est capable de lier le recepteur FXR. 

33. Construction d'acide nucl&que comprenant au moins une copie du fragment 
d'acide nucleique selon la revendication 31 et/ou du fragment d'acide 
nucl6ique selon la revendication 32. 

34. Construction d'acide nucl&que comprenant au moins une copie mutee du 
fragment d'acide nucleique selon la revendication 31 et/ou du fragment 
d'acide nucleique selon la revendication 32, ladite copie mut6e etant 
essentiellement incapable de lier le recepteur FXR. 

35. Cassette d'expression comprenant au moins une copie du fragment d'acide 
nucl&que selon la revendication 31 et/ou 32, la et/ou lesdites copie(s) etant 
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comprises) dans un promoteur associ6 & un gene rapporteur plac6 sous le 
contrdle dudit promoteur. 

36. Cassette depression comprenant au moins une copie mutee du fragment 
5 d'acide nucl&que selon la revendication 31 ou 32, ladite copie 6tant 

comprise dans un promoteur assocte a un gene rapporteur plac6 sous le 
controle dudit promoteur. 

37. Cassette selon Tune des revendications 35 ou 36, caracterisee en ce que 
10 ledit promoteur est choisi parmi le promoteur HSV-TK, le promoteur 

imm6diat du CMV, le promoteur PGK, le promoteur SV-40 et le promoteur 
du gene codant pour Papolipoprot&ne AI humaine. 

38. Cassette selon Tune des revendications 35 a 37, caracterisee en ce que le 
15 gene rapporteur est un gene dont Pactivite ou la presence dans des extraits 

biologiques peut etre mesuree. 

39. Cassette selon la revendication 38, caracterisee en ce que le g&ie rapporteur 
est le gene codant pour la luciferase, la phosphatase alcaline secr6t6e, la 

20 galactosidase ou la lactamase. 

40. Cellule h6te contenant une construction ou une cassette selon Pune des 
revendications 33 k 39. 

25 41. Utilisation d'une construction ou cassette selon Pune des revendications 33 
a 39 ou d'une cellule selon la revendication 40, pour le criblage in vitro de 
composes capables de moduler Pactivite des HDL. 

42. Composition pharmaceutique comprenant un compos6 s61ectionne, identifie 
30 ou caracteris6 selon Pune des methodes revendiquees dans les 

revendications 1 a 20. 
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Les revendi cat ions 21 a 30 et 42 concernent, respect Ivement, 
Tutilisation et une composition pharmaceutique d'un compose defiM par 
reference a des proprietes souhaitables, a savoir la capacite de moduler 
la liaison de FXR au promoteur de 1'apo AI et le transport Inverse du 
cholesterol. Les revendications couvrent tous les composes presentant 
cette propriete, alors que la demande ne fournit un fondement a la 
demande selon 1'artlcle 6 PCT et un expose de T1nvent1on selon T article 
5 PCT que pour un nombre Umlte de tels composes. Dans le cas present, 
les revendications manquent de fondement et la demande manque d' expose a 
tel point tel qu'une recherche significative sur toute l'etendue couverte 
par les revendications est impossible. 

Independamment des raisons evoquees ci-dessus, les revendications 
manquent de clarte (article 6 PCT). En effet, les revendications tentent 
de definir le compose au moyen du resultat a atteindre. Le manque de 
clart§ resultant est tel qu'une recherche significative sur toute 
l'etendue des revendications est impossible. 

En consequence, la recherche n'a ete effectuee que pour les parties des 
revendications dont Tobjet apparaTt clair, fonde et convenablement 
expose, S savoir les parties concernant les acides bil aires, tels que 
1'aclde taurocholique ou Tadde chenodeoxycholique comme lllustre par 
les exemples 1 a 4. 

L'attention du d§posant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a St§ etabli ne peuvent falre 
obligatolrement Tobjet d'un rapport prellmlnaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est avertl que la llgne de condulte adoptee par TOEB 
agissant en qualite d J adm1n1 strati on chargee de Texamen prellmlnaire 
International est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera Inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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